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いわゆる寒冷凝集素とその交差試験におよぼす影響について
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要 旨
ヒト血清中には，低温において赤血球を凝集するいわゆる寒冷凝集素が常在している。日常
行なわれている交差試験にみられる疑陽性の反応はこの寒冷凝集素の影響によるものではない
かと考え検討した結果，血清中に見られる寒冷凝集素のみならず，血球に吸着されている寒冷
凝集素もまた多大の影響をおよぼすことを明らかにした。このような不都合な現象を予防する
には，まず低温下において血清を分離すべきであり，血球浮遊液は 370以上に保温した生食水
を使用して洗百保することが必要であることを知った。ところでこの寒冷凝集素は，非特異的で
あり，型特異性はないものと考えられてきたが， 1式血液型の発見以来必ずしも単一なもので
はなく，特異性を異にするものがあると考えられるようになったので，その特異性について検討
を加えたところ，まずこれら凝集素はトリプシン処理血球と反応するものと反応しないものと
に2分され，さらに前者を 5群に区分できた。すなわち， 1)加賀谷・アイスラーの抗体様活性を
示すもの， 2)抗Hの活性を示すもの， 3)抗 Lewis様活性を示すもの， 4)フォ Jレスマン抗体様
活性を示すもの，および 5)所属不明のもの， であった。 なおトリプシン処理血球に反応しな
いものは非特異的な冷式抗体であり，従来からいわれているいわゆる寒冷凝集素と考えられ
た。 
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かしながら，実際に交差試験を実施してみると，その反
緒 言 応にはしばしば陽性とまぎらわしい不都合な現象がみら
血液型の存在が不明であった時代にも動物の血液をヒ れ，実施者が判断に苦しむことも少なくはない。かかる
トに， ヒトの血液をヒトに輸注するという実験的試みは 不都合な現象は何に由来するものであろうか。著者はこ
一部で行なわれていた1)。 しかし， これはあくまでも実 の点に注目して，その原因を究明し，いささかの知見を
験で，治療の一部として行なわれるようになったのはか 得，この現象を防止し得る交差試験実施に関する 2， 3 
なり後のことであり， Landsteiner (1900)の ABO式 の改良点を指摘し得たのでここに報告する。
血液型発見に始まり次第に血液型の概念が確立されてき
て，はじめて治療としての輸血が行なわれるようになっ
たのである凡め，勺・九わが国においても， 1950年東京日 実験材料ならびに実験方法
本赤十字中央病院に血液銀行が設立されて以来，本格的
に治療としての輸血がとり入れられたわけである。 1.実験材料 
輸血の実施にあたっては，血液型の不適合はあっては a) 赤血球:特定個人の赤血球としては著者の血球を
ならぬものであり，交差試験はその予防手段である。し 用い，その他の血球はあらかじめ血液型を検べてある本
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c) 寒冷凝集素価の測定
生食水を使用して試験管内で血清を倍数稀釈して，各
管に 1%0型ヒト赤血球生食水浮遊液を i滴宛滴下し， 
O。に 1時間放置した後， 1，000 rpm，1分間遠心沈澱し，
軽く振りながら凝集の有無を検ベた。 
d) 抗グロブリン試験
生食水で被検血球の 5%浮遊液をっくり，試験管に血
球浮遊液を l滴入れ， クームス血清を 1滴滴下したの
ち， 1，000 rpm，1分間遠心沈澱し，凝集の有無を検ベ
た。 
e) 冷式抗体の吸収 
O型ヒト赤血球，自己血球，緬羊血球，モルモット腎
臓による吸収は，血清中にほぼ同量を加え，唾液による
吸収は各稀釈血清に 1，. 2滴ずつ滴下して， 0。に 2，. 4
時間放置し，しかるのち遠心沈澱して上清を採取した。 
f) 	 Incomplete cold auto-antibody (Dacie)6)の検
出
血清2滴に 5%生食水血球浮遊液 I滴を加え， 00に2
時間放置したのち，370 に加湿した生食水で 3回洗糠
し，クームス血清を 2滴加えて，1，000 rpm，1分間遠心
沈澱後凝集の有無を検ベた。
実験成績 
1. 交差試験における寒冷凝集素の影響について
交差試験術式には，食塩水法，血清法， アルブミン
法，酵素処理法等があるが，まず不完全抗体の影響を除
くために， ここでは食塩水法を用いて，健康人 10名の
給血者一赤血球食塩血液一水浮遊液
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学職員および教室員の血液，中央検査部から分与された
血液を使用した。動物の血球は教室で飼育している動物
より採取した。 
b) 血清:中央検査部より分与された血清および教室
員，職員の血清を使用した。 
c) クームス血清:米国オルソ社製抗ヒトグロプリン
ウサギ血清を使用した。 
d) 0 (H)抗原:凝集阻止価x128の OS型ヒト唾
液を 30分間煮沸したのち，遠心沈澱してその上清を使
用した。 
e) Le (a+ b+)抗原:血球が A，Le (a+b+)型で
あり，唾液型は As型のヒト唾液を 30分間煮沸し，遠
心沈澱後その上清を使用した。 
f) モルモット腎臓:細切したモルモット腎臓を水洗
して血液を除去し，吸収に使用した。 
g) トリプシン処理血球: 1% 0型ヒト血球浮遊液 
l容に 1%トリプシン溶液 (pH7.3燐酸緩衝液)10分
のl容を入れ，よく混合して 37。の恒温漕で 10分間加
温し，その後生食水で 3回洗樵し，再び生食水で 1%血
球浮遊液とした。 
h) 抗Q血清:抗Q凝集素を有する豚血清を 400で非
働化し，A，B，0 各型の q型血球で十分吸収したも
のを用いた。 
i) ブロメリン処理血球: 1% OQ型および Oq型
ヒト血球浮遊液 1容に 1%ブロメリン溶液 (pH5.5燐酸
緩衝液)10分の l容を入れ，よく混合して 370の恒温槽
で 10分間加温し，その後生食水で 3回洗携し，再び生
食水で 1%血球浮遊液とした。 
2. 実験方法 
a) 凝集反応の記載
試験管法により 1，000rpm，1分間遠心沈澱後，光源
に向けて軽く振とうして判定した。陰性のものを(ー)
-1+， とし，陽性のものは凝集塊の大きさによって， -It十，
+の 3段階に区分して記載した。 Wは(+)以下の凝集
を示したものをさし，土はほとんどの血球は凝集してい
ないが，ごく一部のみ弱い凝集を示したものを指す。 
b) 交差試験(食塩水法)
受血者血液から，血清を l滴A試験管(主反応)に，
給血者血液から血清を l滴B試験管(副反応)にそれぞ
れ入れる。別の試験管に生食水で受血者および給血者血
球の 1%浮遊液をっくり， Aの試験管には給血者の血球
浮遊液を， Bの試験管には受血者の血球浮遊液を，それ
ぞれ各 1滴宛入れて， 1，000 rpm，1分間遠心沈澱して，
軽く振りながら，光源に向けて肉眼で凝集の有無を検ベ
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O型血液を相互に組み合わせ交差試験を行なったとこ
ろ，表 1のような成績を得た。 No.2，No.5，No.9の
血球および血清が関与した交差試験は程度の差はあった
表1. O型血液 10例の交差試験 
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表 2. 3700保存後の交差試験 (0型血液 10例)
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がいずれも凝集反応陽性であった。しかしながら，これ
を370の恒温槽の中に 30分間放置した後，再び検査した
ところ，表 2に示したように，前述の陽性の組み合わせ
もすべて陰性となった。
したがって，はじめの検査で陽性の成績を示した組み
合わせにおいては，比較的低温下で作用する抗体の存在
していたためと考えられた。
そこで，使用した 10例の血液について血清中の寒冷
凝集素の力価を検査したところ表 3の成績を得た。 37。
分離血清は採血後 3rで分離した血清であり， 40分離血
0清は採血後 3r，ついで 4に各 30分間放置して血餅の 

収縮を促進させたのち分離した血清であるが， 370分離

の No.2，No.5，No.9の血清中の寒冷凝集素の力価 

は，明らかに高価を示しおり，他の血清と比べて 4，. 8

倍の力価であった。しかしながら， 40 で分離した血清

では，明らかにその力価が減弱していたので，低温下に

放置された凝血塊には寒冷凝集素の一部が吸着されてい

るためと考えられた。

このことを確かめるために，寒冷凝集素の赤血球への

吸着の状態を抗グロプリン試験によって検査したとこ

ろ，表 4の成績を得た。血清分離時の温度を 37。と 4。に

区分し，血球洗糠時の生食水の温度を 500，370，200， 

f に区分した。
 
37。で分離した血液では，洗糠時の温度が 500，37。の
場合はいずれも全く陰性であったが，洗糠水の温度が 
200，40 の場合は， 寒冷凝集素価の高い血液のみがわず
かに陽性であった。一方，4。の低温を通して分離した血
寒冷凝集素価の測定
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表 4. O型血球 10例の抗グロプリン試験 表 5. 抗グロブリン試験陽性血球の態度
370C で分離し 4
0
Cで分離した凝血 1，000回転 1分間
た凝血 反 応 遠心沈澱後の成績
洗樵水|ニ要旦 洗糠 1 2 3 洗糠 2 3の温度|官ソ 回数晶 ン球液リ血遊ブ性浮ロ除水グ験塩抗試食ン球液リ血遊ブ性浮ロ陽水グ験塩抗試食回数	 Medium 
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+ w 	 生理食塩水
そこで血球の洗糠が不充分で、あった場合，この血球に
w 対して実際に日常使用している凝集反応のメジウムはどU370C
£
『 
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w 反応を試みた(表 5)。前述の抗グロプリン試験陽性の
037血球は 生食水を除き，低温の生食水あるいは高分， 
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廿
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子溶液などでは，明らかに凝集反応陽性の成績を示し 
w 	 十 十 
fこ。
同時に行なった抗グロプリン試験陰性の血球では，メ巨 
んな影響を与えるであろうかと考え，各種メツウムとの
+十JPO
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200C ジウムの種類の如何にかかわらず，すべて陰性の成績で
w あった。
十 十 したがって，寒冷凝集素が血球に吸着されている場
合，充分に洗糠されていないならば，反応に使用するメ1234567890 十 日 廿  
十 
十十十 
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ジウムの如何によっては，血球そのものだけで凝集を起
w こすことがあり得るのである。
w 
w w 十件 w+ 2. 寒冷凝集素の所属について40C 
-1+十 十
羽F w +十 十
さて，前述の成績によって，特殊な抗体が存在しない
場合の交差試験時に，陽性，弱陽性あるいは疑陽性など-Ei +十 
球では 500 の生食水で洗瀧した時は陰性であったが，生
食水の温度が 3rの場合は，寒冷凝集素価の高いものの
み陽性を呈し， 200，40 と洗糠水の温度が下がるにつれ
て，陽性の度合いは強くなり，40 の生食水で洗糠した
場合は全例が陽性の反応を呈した。
したがって，赤血球に吸着された寒冷凝集素は，洗糠
の回数によって，次第に解離されてゆくが，洗糠水の温
度が低温である場合は，解離しにくく，40 を通して分
離した場合でも，370 に加温した生食水で 3回洗撫した
場合は，特に高力価の寒冷凝集素の存在しない限りは，
吸着された寒冷凝集素はすべて解離されるようであっ
た。ところが，これとは反対に洗糠が不充分であった場
合は，陽性の成績を示したので，血球の表面に吸着され
た寒冷凝集素は解離されないわけである。
不都合な現象を起こすものは，血清中に存在する高力価
の寒冷凝集素，血球に吸着している寒冷凝集素であるこ
とを明らかにしf尋た。
そこで，この寒冷凝集素は従来からいわれてきたよう
に，全く抗原特異性のないものかどうか， ヒト血清中に
存在する低温で作用する抗体の性状について，以下の検
討を加えた。
まず本学中央検査部から分与された 500例の血液につ
いて， r特定個人の O型ヒト血球J，r混合したO型ヒト
血球J，rトリプシン処理0型ヒト血球」の各 1%生食水
浮遊液と反応せしめたところ(図 2)，表 6に示したよ
うに， 0型ヒト血球(特定のおよび混合した0型血球)
との反応に陽性を呈した検体は， 500例中 190例であっ
た。その中， トリプシン処理血球に対して陽性の反応を
呈したものは， 500例中 52例であった。 
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血清 
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ト赤血球 ヒト赤血球 
特定の O型ヒ 混合した O型 同じ方法で， 37
0 および 40で分離した血清 20例につ
いて，反応せしめたところ， 370 で分離した血清では，
++ 全例とも 3種の血球に対して陽性を呈し，40 で分離し
血清 血清
oOC，...40C ~乙 3 時間以上放置 l
 
た血清では，未処理血球に対して陽性を呈したものは， 
20例中 9例，トリプシン処理血球に対して陽性を呈した
ものは 4例であった。
このように血清分離時の温度の違いによって，この三
者の血球に対する陽性の頻度が違っていることは，同じ
低温下で作用する抗体であっても，その抗原特異性が異
なっていることを示唆するものと考えられた。
そこで，検体 500例のうち，陽性を呈した 190例につ
いて，その特異性を検討したところ，表 7に示したよう
な成績を得た。すなわち，未処理血球とは反応するが，
トリプシン処理血球と反応しない一群があり，この一群
について各種の抗原を使用してその特異性を検べてみる
と，これらの抗体はいずれも自己，同種，異種の別なく
吸収されたが，モルモット腎臓や唾液では吸収されなか
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つぎにトリプシン処理血球と反応する一群があり，こ
れらはさらに大体 5群に区分され，しかもこれらの中にA 
は，非特異的に作用する前述の抗体を混在していて，そ
表 7. 
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トリプシン処理O型ヒト血球
一 一+ + 
(非特異的抗体)一 一
特定の O 型ヒト血球 十 非特異的抗体と加賀一 ++ 
451 谷アイスラー抗体の
トリプシン処理O型ヒト血球 
十混合した O型ヒト血球 十 一 
性状をもつもの++ + + 
十 非特異的抗体と抗H特定の O 型ヒト血球 一+ + 
453 をもつもの
トリプシン処理O型ヒト血球 
十混合した O型ヒト血球 十 一 一
+ 一 ++ + 
非特異的抗体と抗H，特定の O 型ヒト血球 一+ 
467 抗 Le抗体をもつも
トリプシン処理O型ヒト血球 
十混合した O型ヒト血球 一 
の十 + 十 一+ + 
非特異的抗体とフォ十特定の O 型ヒト血球 十
469 ルスマン抗体をもっ十混合した O型ヒト血球 一 + 
もの十トリプシン処理O型ヒト血球 十+ 一+ 
十十 十 非特異的抗体と所属特定の O 型ヒト血球 一 一 + 
483 十 十 不明の抗体をもつも
トリプシン処理O型ヒト血球 
混合した O型ヒト血球 一 + 
十 の+ 十 十 ++ 
I~ ，000 回転 l 分間遠心沈澱後，凝集の有無を判定|
図 2.
表 6.
検体数 特定の 混合した理
トリプシン処
O型ヒト血球 O型ヒト血球 O型ヒト血球
陽性 190 190 52 
500 
陰性 310 310 448 
•• 
••• 
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れはトリプシン処理血球と反応する部分とは別のものの
ようであった。
トリプシン処理血球と反応する寒冷凝集素は， 1)緬羊
血球のみで吸収されるもので，加賀谷アイスラ抗体様の
性状をもつもの， 2)OS型ヒト唾液のみで吸収されるも
ので，抗Hの性状をもつもの， 3)OS型ヒト唾液および 
Le (a+b+)唾液の両者で吸収されるもので，抗 Lewis
様の性状をもつもの， 4)緬羊血球およびモルモット腎臓
武
で吸収されるもので，フォルスマン抗体様の性状をもつ
もの， 5)全く吸収されないので，所属不明のもの，の 5
つのクソレープに分けられた。
ところで， トリプシン処理血球で検出される寒冷凝集
素は，不完全抗体と考えられるが， Dacieは 1950年に，
正常ヒト血清中には incompletecold antibodyがあ
ると報告している 6)ので，前述の抗体が Dacieの発見し
た抗体といかなる関係にあるかを検討した。検査法を図 
3に，検査成績を表 8に示す。一5
液 一
一%遊一
浮 一  
O 一ヒ一一型一 -3 h a ' E Aー一球一一血滴一一赤一清一
すなわち， Dacieのいう不完全抗体は全例において
存在していたが，これらはすべて OS型ヒト睡液によっ
て完全に吸収されたので，すべて抗Hの性状を有するも
のと考えられ， H. Crawfordらの成績7) と同じであっ
検 血
2 滴 + 
 一
40C"，C。 fc:.2時間放置 
た。
I3回締:370 C 加温生食水 i しかしながら，この Dacieのいう不完全抗体は， ト
リプシン処理血球で検出できる抗体とは，前述のように
必ずしもその出現頻度や特異性が同一で、はないので，一
作血 部混在して (H抗の性状をもつもの)はいるが，全く別
のものであると考えられた。
|クームス血清 i 3. 不規則凝集素の検出
ヒト正常血清中には，稀に抗H，抗Q，抗M，抗NなI~ ，000 @]転 1分間遠心沈澱後，凝集の有無を判定| どの性状を持つ抗体が含まれていることがある。これら
図 3. 不完全寒冷凝集素の検出 は不規則凝集素と呼ばれているが，中央検査部より分与 
Dacieの不完全自己寒冷凝集素について (抗グロブリン試験) 
未 吸 収 OS唾液で吸収 
倍数希釈 2n 倍 数希釈 2n 
1 2 345 対照 。12345 n= 対照 
+-jJ-+ム H廿H廿H廿H廿斗川口廿H廿十HTH廿H廿H廿H廿H廿+H廿H廿斗I H廿H ++++件 HT
2 
3 
4 
5 
司 
6 
Jnony 
10 
， 123456 
，
‘ 
- - - E E - - - - - A - E E - -
- - A噌 wil w 
w w+ 
-jJ- + 
十 + 
件 + w 
w++ 
+ + w 
十 w w 
十 w w 
十 w 
+ w++ 
酪司 
十 +十
件 w 
十 w 
件 + 
603 いわゆる寒冷凝集素とその交差試験に及ぼす影響について 
表 9. ヒト血清中の抗Q抗体について
検査方法 
OQ型)ブロメリン処理血球+血 清q J，/..... /" ".J ... ;.x.l.!-".:t:.llLh.)¥.I 
0"，40C 15分間放置 
1000回転 l分遠沈沈澱後判定
血球 
番号 
OQ型血球 
0"，40C 1 3rC加温
Oq型血球
山 OC 1 3 
備考 
-fH- 十件 十ト 抗Q 
2 w w w 一 抗Q 
3 十 十 
4 十 一 
5 一 
6 一 一 
7 十 十 一 
8 十 十 十 抗Q 
9 十 一 十ト 一 
10 十 一 +十 
11 w -t+ w 抗Q 
12 w 一 十 
13 + w + 一 抗Q 
14 一 
15 w 十
出現頻度 100例中 27例 (27%)
抗Qとして使用し得るもの 8例 (8%)
された 100例につき抗Qの存否を検討、じたところ，表9
のような成績を得た。すなわち，豚血清より得た抗Q血
清によって， OQ型および Oq型の血球を選び， ブロ
メリン処理をした後，被検血清と混合し， 00"，4。の低温
下に 15分開放置して 1，000 rpm，1分間遠心沈澱後凝集
の有無を検査した。
低温下では陽性を呈しても， 370 に加温した場合，Q
型血球とは反応するが， q型血球とは反応しない一群が
あった。 Q型の血球と反応して， q型の血球とは反応し
ないのであるから，その特異性から考えて，これは明ら
かに抗Qであると考えられるわけである。 40 前後の作
用温度では，いわゆる寒冷凝集素η影響で多くの血清が
陽性であったが，< 370 に加温することによづて， こqJ市J
から至適温度の高い抗Qのみを分離することができたわ
けである。出現頻度は 100例中 27例であり， そのうち
抗Qとして使用にたえ得る程力価の高いものは 8例であ
っ守亡。
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食塩水法を使用して交差試験を行なった場合，時とし
て全く陰性とはいえない成績を呈することがある。この
場合の輸血は交差試験の術者の経験にもとづいて，その
適否が決定せられているのが現状である。輸血の緊急
性，重要性を考えれば，確実な陽性を呈した場合の他
は，経験に委ねられるのは致し方ないともいえるが，こ
のような不安定な状況は早急に改善されなければならな
い。著者は前述の成績から考えて，かかる現象の原因を
明らかにし得，さらにその予防の方向をも示し得たもの
と考える。
血液は採取後必らず 0。ないし 4。の低温放置を行な
って，血清中の寒冷凝集素を予め凝血塊に吸着せしめて
から血清を分離し，血球浮遊液を作製するには， 37"前
後の生食水で血球を 3回以上洗樵することが必要であ
り，まぎらわしい現象がおこった場合は， 37。に加温し
て再検することが必要である。著者はこの一連の操作に
よって，交差試験における寒冷凝集素の影響を十分に除
き得るものと考える。
ところで，この寒冷凝集素について戸は，発見当初よ
り，正常時においても病的状態においても見い出され，
温度に対して可逆性があり，しかも非特異的であるとい
われてきたが，近年 I式血液型が発見されて，寒冷凝集
素にも型特異性のあることが判ってきた。
著者はこの意味から，自然抗体として， ヒト血清中に
常在する寒冷凝集素の抗原特異性を検討したところ，加
賀谷・アイスラー抗体様の性状をもつもの，抗Hの性状
をもつもの，抗 Lewis様の性状をもつもの， フォルス
マン抗体様の性状をもつもの，の 4種を区別し得，これ
らの特異的性状を有する寒冷凝集素をもつものも，その
血清中には，この他にすべて非特異的な性状をもっ寒冷
凝集素が混在していることを明らかにし得た。
なお， トリプシン処理血球で検出し得る抗体は Dacie
の incompletecold antibody とは必ずしも同一では
なく，抗Hの性状をもつもののみが同じであろうと考え
られる。
稿を終わるにあたり，と指導，c:校聞を賜わりま
した本学法医学教室，宮内義之介教授，直接 C指導
下さった木村康助教授，ならびにと協力いただいた
教室員，職員各位に心から感謝いたします。
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SUMMARY 
There exists in human serum so-called cold 
agglutinin，which agglutinats the human red cells 
at low temperature. False positive reactions 
are occasionally observed in the cross matching. 
We presumed that these false positive reacions 
would be appeared not only under the influence 
of cold agglutinin in the serum from a person， 
but also of cold agglutinin adhered to the red 
cells from another. And we performed several 
investigations and reached the conclusion that 
our presumption was correct. To prevent these 
false positive reactions it would be neccesary to 
separate the sera from blood cells through the 
low temperature，and moreover to wash the red 
cells at least three times with physiolosical saline 
warmed up to ca. 370C. 
These cold agglutinins had been thought non-
specific，but after the discovery of ‘l' blood 
group system，it has been considered that they 
had not always mono-specific，but poly-specific 
features. Our results obtained showed that cold 
agglutinins were divided into positive and nega-
tive groups by the agglutination with trypsin 
treated red cells，and then the positive group 
could be subdivided into five groups; (1) anti-
body，which showed the activity like Kagaya・
Eisler antibody，(2) antibody，which had the ac圃 
tivity of anti-H，(3) antibody like anti-Lewis， 
(4) antibody like Forssman antibody，(5) antibody， 
w hich possessed the unknown acti vi ty. In ad圃 
dition the negative group against the trypsin 
treated red cells contained non-specific cold anti-
body，which were thought to be so-called cold 
agglutinin. 
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